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TIIVISTELMÄ
Amyotrofinen lateraaliskleroosi (ALS) on sairaus, joka aiheuttaa lihasten
surkastumista ja johtaa hengityselinten heikkouden seurauksena kuolemaan
tavallisesti 3-5 vuodessa diagnoosista. ALS:iin ei tällä hetkellä ole tehokasta
hoitokeinoa vaan hoidossa pyritään oireiden lievittämiseen. Euroopan laajuisesti
ALS-tapauksia tulee esille 2,16 tapausta 100 000 asukasta kohti vuodessa.
ALS:sta tavataan kahta eri muotoa eli sporadista (SALS) ja familiaalista (FALS)
muotoa. SALS-tapauksia kaikista on 80-90 % ja FALS-tapauksia loput 10-20 %.
FALS-tapauksista 20 % liittyy mutaatioihin Cu/Zn-superoksididismutaasia (SOD1)
koodaavassa geenissä, ja näiden oletetaan johtavan SOD1-toksisuuteen. Liialliseen
SOD1-aktiivisuuteen liittyvän hypoteesin mukaan SOD1-mutaatiot lisäävät solussa
SOD1-aktiivisuutta, aiheuttaen haitallisten ROS-yhdisteiden kasaantumista.
Mutaatioiden on myös huomattu aiheuttavan proteiinikasaumia, jotka johtavat
kohdesolun toimintahäiriöihin. SOD1:n toksinen mekanismi kuitenkin pysyy
tuntemattomana. Mutaatioiden lisäksi myös normaalin, villityypin SOD1:n on
huomattu vaikuttavan toksisuuteen.
Pro Gradu–työn tavoitteena oli selvittää, onko yli-ilmennetty villityypin SOD1 toksinen
liikehermosoluille ja/tai herkistääkö se käytetyt NSC-34-solut hapetusstressille.
Lisäksi pyrittiin selvittämään, voiko näihin mekanismeihin vaikuttaa ilmentämällä
solujen hapetus-pelkistys-tasapainoon vaikuttavaa glutationiperoksidaasi-4:sta (Gpx-
4) samanaikaisesti SOD1:n kanssa.
Työssä käytettiin transfektiotekniikkana NSC-34-soluille elektroporaatiota.
Transfektion jälkeen solut altistettiin hapetusstressille paraquat-kemikaalilla ja
elinkykyä mitattiin resazurinin avulla. Proteiinien ilmentymistä tutkittiin SDS-PAGE:lla
ja aktiivisuutta mitattiin zymografialla. Tuloksena huomattiin SOD1:a yli-ilmentävien
solujen reagoivan altistetulle hapetusstressille voimakkaimmin, mikä tukee liialliseen
SOD1-aktiivisuuteen liittyvää hypoteesia. Aiemmin julkaistuista tuloksista (Lu L. ym.
2009) huolimatta emme pystyneet varmaksi osoittamaan glutationiperoksidaasi-4:n
motoneuroneita pelastavaa vaikutusta NSC-34-soluissa, vaikka Gpx-4:n
yhteisekspressio SOD1:n kanssa vähensikin SOD1-aktiivisuutta.
Avainsanat: amyotrofinen lateraaliskleroosi; superoksididismutaasi; mutaatiot; toksisuus;
proteiinikasauma; motoneuronien kuolema
ABSTRACT
Amyotrophic lateral sclerosis (ALS) is a late onset neurodegenerative disease which
leads to death within 3 – 5 years from diagnosis. It leads to paralysis of voluntary
muscles and later death because of respiratory failure. At the time there is no
effective treatment and current therapies are aimed to relieve the symptoms. The
incidence of ALS in Europe is 2.16 per 100 000 inhabitants per year.
There are two forms of ALS cases: sporadic (SALS) and familial (FALS). Some 80-
90 % of the cases are sporadic the rest 10-20 % being familial. Clinically the SALS
and FALS cases often are indistinguishable and thus could partially share the same
etiology. Approximately 20 % of FALS cases are linked to mutations on the gene
encoding Cu/Zn-superoxide dismutase (SOD1). According to the hypothesis of
excessive SOD1 activation, mutations in SOD1 cause accumulation of reactive
oxygen species. These mutations are hypothesized to be related to SOD1 toxicity in
motor neurons. Mutations are proposed to be a cause of protein aggregations that
lead to dysfunction of the target cells. The toxic mechanism has remained unknown.
Also wild-type SOD1 seem to have some linkage to toxicity.
Aim of the experimental part of the Master’s Thesis was to investigate if over
expressed wild-type SOD1 has any toxic influence on motor neurons and if it
sensitizes NSC-34 cells to oxidative stress. In addition we investigated if co-
expression with glutathioneperoxidase-4 (Gpx-4) and SOD1 has an impact in
neuronal death.
We used electroporation as a technique to transfect NSC-34 cells. After transfection
cells were sensitized to oxidative stress using paraquat and the viability was
measured by using the resazurin method. Protein expression was investigated with
SDS-PAGE and the dismutase activity was measured using zymography. As a result
we observed that cells over expressing SOD1 were the most sensitive to oxidative
stress, which supports the hypothesis of excessive SOD1 activation. Regardless of
the previous results from Lu L. et al., 2009, we failed to demonstrate the rescuing
effect of glutathioneperoksidase-4 in motor neurons over expressing both SOD1 and
Gpx-4 although the activity of SOD1 was decreased.
Keywords: amyotrophic lateral sclerosis; superoxide dismutase; mutations; toxicity; protein aggregate;
death of motor neurons
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Amyotrofinen lateraaliskleroosi (ALS) on lihasrappeumatauti, joka johtaa kuolemaan 3-5
vuodessa diagnoosista usein hengityselinten heikentymisen vuoksi (Kiernan M.C. ym.
2011). Tauti tunnetaan myös nimillä Lou Gehrigin tauti ja Charcotin skleroosi. ALS:ssa
selkäytimeen kulkevat liikehermosolut tuhoutuvat aiheuttaen lihasten surkastumista.
Euroopassa ALS-tapauksia tulee esille 2,16 tapausta 100 000 asukasta kohti vuodessa
(Logroscino G. ym. 2010). Taudin diagnosointi on hankalaa eikä siihen ole tällä hetkellä
tehokasta hoitokeinoa. Tarjolla on ainoastaan yksi lääke, Riluzole, jonka on huomattu
hidastavan taudin etenemistä osalla potilaista. ALS-diagnoosi annetaan kokeneen
neurologin toimesta sulkemalla pois muut mahdolliset tekijät ja tämän vuoksi diagnoosin
saamisen ja sairauden alkamisen välille tuleekin usein noin vuoden viive (Zoccolella S.
ym. 2006). Hoitokeinoiksi lääkehoidon lisäksi on suunnitteilla esimerkiksi kasvutekijä- ja
kantasoluhoitoja.
ALS:sta tavataan kahta eri muotoa. Sporadista eli ei-periytyvää ALS:ia (SALS) sairastaa
ihmisistä noin 80-90 % ja loput 10-20 % ovat familiaalista eli periytyvää muotoa (FALS).
Riskitekijöitä sporadisen ALS:in puhkeamiselle on etsitty ympäristötekijöistä: esimerkiksi
tupakointi, alkoholin käyttö ja raskasmetallit on liitetty SALS:iin.
Monia hypoteeseja liikehermosolujen tuhoutumiselle on esitetty: proteiinien
väärinlaskostuminen, mitokondrioiden toimintahäiriöt, oksidatiiviset vahingot, tulehdustilat
ja riittämätön kasvutekijöiden signalointi. Vahvasti ALS-patologiaan on liitetty SOD1-
geenissä olevat mutaatiot, joita on tällä hetkellä löydetty jo yli 150 erilaista
(http://alsod.iop.kcl.ac.uk/). Mutatoitunut SOD1 mahdollisesti aiheuttaa mitokondrioissa
oksidatiivista stressiä, joka johtaa mitokondrioiden toimintahäiriöihin. Villityypin SOD1:n on
myös huomattu vaikuttavan SOD1-toksisuuteen mahdollisesti vaikuttamalla mutantin
toimintaan. Toksisuuden mekanismia ei kuitenkaan ole pystytty vielä selvittämään.
SOD1:n lisäksi muistakin geeneistä, kuten TARDBP ja C9ORF72, on löydetty mutaatioita
ja niiden oletetaan liittyvän ALS:in molempiin muotoihin (SALS, FALS). SALS- ja FALS-
tapausten siis oletetaan johtuvan ainakin osaksi samoista tekijöistä.
SOD1-mutaatioita mallittamaan on hiiri- ja rottamallien lisäksi myös muita eläin- ja
solumalleja. Erilaisilla malleilla tutkitaan ALS:iin liitettyjä mutaatiota ja niiden vaikutuksia
9sekä mekanismeja taudin kannalta (Gurney M. ym. 1994). Eläinmalleilla pystytään
mallittamaan taudinkuvaa eli koe-eläimet saavat samankaltaisia oireita kuin ihmispotilaat,
kuten raajojen halvaantuminen ja tärinä. Solumalleilla taas on pystytty jäljittelemään tautiin
liittyviä molekulaarisia mekanismeja, kuten mitokondrioiden turpoamista ja syntyviä
proteiinikasaumia.
Monet tutkimukset ovat liittäneen ALS:iin myös ei-neuronaaliset solut, kuten astrosyytit ja
mikrogliansolut (Boillée S. ym. 2006; Graffmo K. ym. 2012; Gurney M. ym. 1994). Vaikka
SOD1:n mutaatiot motoneuroneissa ovat merkittäviä taudin synnyssä, arvellaan em.
solujen vaikuttavan taudin kulkuun. Esimerkiksi kimeerisissä hiirissä, joilla on normaaleja
sekä SOD1-mutanttia kantavia soluja, normaalit gliasolut pidensivät SOD1-mutaatiota




Amyotrofinen lateraaliskleroosi on rappeuttava motoneuronitauti. Nimen alkuperän voi
johtaa kreikan kielestä: ”A” tarkoittaa negatiivista (www.alsa.org). “Myo” viittaa lihakseen,
ja “trofinen” tarkoittaa ravintoa. Kun lihas ei saa ravintoa, se surkastuu pois. “Lateraali”
viittaa alueisiin ihmisen selkäytimessä, missä lihaksia sähköttävät ja kontrolloivat
hermosolut sijaitsevat. “Skleroosi” tarkoittaa kovettumaa. Tauti tunnetaan myös nimillä
Lou Gehrigin tauti ja Charcotin skleroosi. Lou Gehrig oli pesäpallonpelaaja, joka kuoli
ALS:iin vuonna 1941 (Lewis M. ja Gordon P.H. 2007). Tauti kantaa hänen nimeään, koska
hän levitti elinaikanaan tietoisuutta sairaudesta ja se tuli näin tunnetuksi. Jean-Martin
Charcot puolestaan oli ranskalainen neurologi, joka ensimmäisenä kuvaili tämäntyyppisen
lihassairauden 1800-luvulla (Goetz C.G. ym. 1999).
ALS:ssa aivoista selkäytimeen kulkevat liikehermosolut tuhoutuvat aiheuttaen lihasten
surkastumista ja lopulta kuoleman hengityselinten heikkouden vuoksi (Kiernan M.C. ym.
2011). Monia hypoteeseja liikehermosolujen tuhoutumiselle on esitetty: proteiinien
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väärinlaskostuminen, mitokondrioiden toimintahäiriöt, oksidatiiviset vahingot,
eksitotoksisuus, tulehdustilat ja riittämätön kasvutekijöiden signalointi (Boillée S. ym.
2006).
Taudin eteneminen vaihtelee hyvin yksilöllisesti (www.alsa.org). Usein lihasheikkoutta
huomataan ensin ylä- tai alaraajoissa. Neljänneksellä potilaista tauti kuitenkin alkaa
bulbaarisesti eli nielunalueelta, jolloin puhuminen tai nieleminen saattaa olla hankalaa ja
syljeneritys lisääntyy. Koska ALS on liikehermosoluihin liittyvä sairaus, se ei vaikuta
potilaan tunto-, kuulo-, näkö- eikä hajuaistiin. Taudinkuvaan liittyvät vahvasti
mielialanvaihtelut.
2.1.2 Esiintyvyys ja riskitekijät
ALS:sta tavataan kahta eri muotoa (Zimmerman M.C. ym. 2007). Sporadista eli ei-
periytyvää ALS:ia (SALS) sairastaa potilaista noin 80-90 % ja loput 10-20 % on
familiaalista eli periytyvää muotoa (FALS). On huomattu, että mutaatio SOD1-geenissä
aiheuttaa 20 % periytyvistä ALS-tapauksista. Mutaatiot geenissä periytyvät
autosomaalisesti. Kuitenkaan tautiin liittyvää molekulaarista mekanismia ei ole pystytty
selvittämään (Rosen D. ym. 1993; Zimmerman M.C. ym. 2007).
ALS on yleisempi miehillä kuin naisilla (Logroscino G. ym. 2010). Miehillä SALS-tapauksia
löydetään vuosittain 3,0 100 000:sta (riskisuhde 1:350) ja naisilla 2,4 100 000:sta (1:400).
Toisaalta sukupuolieroa FALS-tapauksien havainnoissa ei pystytä tekemään. ALS
diagnosoidaan yleensä noin 40-60 vuoden iässä ja elinaikaa diagnoosista annetaan 3-5
vuotta (Kiernan M.C. ym. 2011). Suomessa tautia sairastaa noin 450-500 ihmistä
(www.lihastautiliitto.fi). Uusia tapauksia diagnosoidaan vuodessa noin 140 kappaletta.
Muuta maailmaa yleisempää ALS:in esiintyminen on Guamin saarella ja eräissä osissa
Japania (www.alsa.org).
Euroopassa ALS-tapauksia tulee esille 2,16 tapausta 100 000 asukasta kohti vuodessa.
Logroscino G. ym. (2010) tekemässä tutkimuksessa koottiin yhteen Euroopassa
raportoidut ALS-tapaukset käyttäen saatavilla olevia ALS-rekistereitä, jotka ovat aktiivisia
Irlannissa, Skotlannissa, Englannissa ja Italiassa. Lisäksi tutkijat kokosivat oman
tutkimuksen, joka koostui 1028 ALS-potilaasta. Näistä 61,2 % (634 kpl) oli raajoista
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alkavia ja 30,1 % (310 kpl) bulbaarisesti alkavia tapauksia. Loppujen 8,2 %:n (84 kpl)
alkua ei voitu määritellä. Euroopassa vähiten tapauksia diagnosoidaan Lancashiressa
Luoteis-Englannissa (1,5 tapausta 100 000:sta vuosittain) ja eniten Irlannissa eli 2,7
tapausta 100 000:sta.
Riskitekijöiksi sporadisen ALS:in puhkeamiselle on esitetty monia hypoteeseja, mutta
ympäristötekijöiden tutkimiseen on käytetty suhteellisen vähän resursseja. Esimerkiksi
tupakoinnin, alkoholin käytön (De Jong S.W.. ym. 2011) ja raskasmetallien (www.alsa.org)
on uskottu liittyvän SALS:in puhkeamiseen ihmisessä.
De Jong S.W. ym. (2011) ovat koonneet kyselytutkimuksen turvin suuren aineiston
liittääkseen tupakoinnin ja alkoholin käytön sporadiseen ALS:iin. Heidän aineistonsa
koostui 749 ALS-potilaasta ja 1599 kontrollista. Tutkimuksen tuloksena tupakointi
pystyttiin liittämään todennäköiseksi riskitekijäksi SALS:in puhkeamiselle ja tupakoitsijoille
annettiin huonompi tautiennuste (esim. elinajanodote). Alkoholin käyttö näytti puolestaan
olevan yhteydessä laskeneeseen riskiin saada ALS. Punaviinin kulutuksella ei näyttänyt
olevan vaikutusta toisin kuin Amodio R. ym. (2006) pystyivät kokeessaan osoittamaan.
Amodio R. ym. (2006) raportoivat kokeesta, mikä oli tehty in vivo transgeenisillä ihmisen
mutatoitunutta SOD1 G93A (glysiini-93 muuttunut alaniiniksi) ilmentävillä hiirillä. Hiiret,
jotka saivat kylmäkuivattua punaviiniä, elivät pidempään kuin ei-hoidetut hiiret. Elinaika
saattoi nousta mahdollisesti punaviinin antioksidanttiefektin tai vähentyneen glutamaatti-
välitteisen apoptoosin vuoksi.
2.1.3 Perinnöllisyys
Mutaatiot muun muassa geeneissä SOD1, TARDBP ja C9ORF72 on liitetty ALS-
patologiaan (Ling S. ym. 2013). Tautiin liittyviä geenejä etsitään usein eksonien
sekvensointimenetelmällä perheistä, joissa tiedetään esiintyvän FALS:ia. Tällä hetkellä
SOD1-geeniin liittyviä mutaatioita on tunnistettu jo 150 kappaletta
(http://alsod.iop.kcl.ac.uk/). Suurin osa mutaatioista on pistemutaatioita, jotka periytyvät
automaalisesti dominantisti. Mutaatiot esiintyvät pitkin geeniä, eikä niillä siis ole
keskittymäalueita, mikä tekisi etsinnästä ja tunnistamisesta helpompaa. Mutaatiot
aiheuttavat väärinlaskostumista ja proteiinikasaumia syntyvään proteiiniin (Wang J. ym.
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2003). SOD1 esiintyy runsaimmillaan solun sytoplasmassa, mutta se toimii myös
mitokondrion kalvojen välitilassa (Field L. ym. 2003; Higgins C. ym. 2002; Sturtz L. ym.
2001). Solussa SOD1 katalysoi superoksidi-ionien muuntumista vetyperoksidiksi ja
hapeksi (Klug D. ja Rabani J. 1972).
TARDBP:n koodaama TAR-DNA sitoutuva proteiini-43 (TDP43, TAR-DNA binding protein-
43) on myös liitetty ALS-patologiaan. TDP43-proteiinikasaumia on löydetty SALS-
potilaiden neuroneista (Mackenzie I. ym. 2007). Proteiinista on tunnistettu 8
deleetiomutaatiota, jotka löydettiin kuudelta SALS- ja kolmelta FALS-potilaalta (Kabashi E.
ym. 2008). Mutaatioita ei löydetty kontrollipotilaista. Tutkimuksessa oletettiin mutaatioiden
lisäävän TDP43:n fosforylaatiota. Toinen löydös oli kaksi hiljennettyä mutaatiota (Ala66)
kahdesta FALS-potilaasta. Nämä tuskin liittyvät ALS-patologiaan, mutta voivat vaikuttaa
TARDBP mRNA:n ilmentymiseen tai silmukointiin.
C9ORF72-geenin liittäminen ALS:iin on uusimpia löydöksiä ja on nykyisin yleisin FALS:in
aiheuttaja. Suuren heksanukleotidijakson, GGGGCC, geenin ei-koodaavalta alueelta on
huomattu liittyvän ALS:iin (Byrne S. ym. 2012). Tämän jakson omaavilla potilailla on
raportoitu taudin alkavan useammin bulbaarisesti, sisältävän kognitiivisia ja
käyttäytymiseen liittyviä häiriöitä sekä liittyvän lyhyempään elinikään. Toistojakso löydettiin
useimmin potilailta, joilla oli perhehistoriassa aiemmin esiintynyt ALS:ia tai otsa-
ohimolohko-dementiaa (FTD, frontotemporal dementia). Sekä toistojakso-, että FTD on
yhdistetty kromosomiin 9 (De-Jesus-Hernandez M. ym. 2011; Renton A. ym. 2011).
Harvinaisempia mutaatiota, jotka on liitetty FALS:iin, esiintyy esimerkiksi Fused in
sarcoma/Translated in liposarcoma (FUS/TLS) (Kwiatkowski Jr. T.J. ym. 2009), UBQLN2
(Deng H-X. ym. 2012), Optineurin (OPTN) (Maruyama H. ym. 2010) ja Valosiinin sisältävä
proteiini (VCP, valosin-containing protein) (Johnson J. ym. 2010)  nimisissä geeneissä.
Tutkijat ovat löytäneet FUS/TLS-geenistä 13 mutaatiota kromosomista numero 16
(Kwiatkowski Jr. T.J. ym. 2009). Muutokset löydettiin 17:sta eri perheestä, joissa esiintyi
FALS:ia. FUS/TLS-proteiini esiintyy yleensä tumassa, mutta mutatoituneenmuodon
proteiinikasaumia löydettiin neuronien sytoplasmasta. Tässä suhteessa FUS/TLS
käyttäytyy samoin kuin TDP43.
UBQLN2–geenistä on löydetty 5 mutaatiota, jotka aiheuttavat kromosomiin X liitetyn
ALS:in tai ALS/dementia–muodon (Deng H-X. ym. 2012). UBQLN2–geeni koodaa
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ubikitiininkaltaista proteiinia nimeltään ubiquilin2. Tämä proteiini säätelee ubikinoitujen
proteiinien hajoamista.
Edellä mainittujen geenien lisäksi myös OPTN–geenistä on löydetty 3 mutaatiota
ubikitiinin sitoutumiskohdasta (Maruyama H. ym. 2010) ja VCP–geenistä 4 mutaatiota




ALS:ia mallittavia solu- ja eläinmalleja on tarjolla monenlaisia. Suuri osa malleista
keskittyy SOD1-geenin mutaatioihin, joilla saadaan aikaan esimerkiksi eläinmalleissa
samanlaisia oireita kuin on nähty ALS:ia sairastavilla potilailla. Mallien avulla pystytään
tutkimaan taudin etenemistä ja siihen liittyvää patologiaa.
Esimerkiksi mutaatioille G93A (Gurney M. ym. 1994), G37R (Wong P.C. ym. 1995), G85R
(Bruijn L.I. ym. 1997), A4V (Deng 2006), D90A (Johnsson P.A. ym. 2006), L126Z (Wang
J. ym. 2005) ja H46R (Sasaki S. ym. 2007) on kehitetty spesifiset hiirimallit.
Ensimmäinen SOD1-mutaatiota kantava hiirimalli kehitettiin jo vuonna 1994 (Gurney M.
ym. 1994). G93A-malli ilmentää muihin malleihin nähden kaksinkertaisen määrän SOD1-
proteiinia. Normaaliin endogeeniseen tasoon verrattuna ilmentymistaso on vielä
korkeampi. Mutatoituneen hiirikannan ominaisuuksia ovat nopeasti etenevä lihasten
surkastuminen, yleensä takaraajojen halvaantumien, tärinä ja lopulta kuolema.
Mutaatiota G85R (glysiini-85 muuttunut arginiiniksi) tutkiessaan Bruijn L.I. ym. (1997)
huomasivat, että jo pienillä pitoisuuksilla mutaation esiintyminen sai aikaan nopeasti
etenevän taudin. Sairauden loppuvaiheessa hiirillä todettiin kaksinkertainen nousu SOD1-
proteiinin määrässä ja suurien aksonien tiheys oli laskenut 60 %. Nämä muutokset oli
huomattavissa suuremmassa määrin astrosyyteissä kuin neuroneissa.
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Mutaatio D90A (alaniini-90 muuttunut aspartaatiksi) on resessiivisesti periytyvä (Johnsson
P.A. ym. 2006). Mutaation suhteen homotsygootit hiiret saivat ALS-tyyppisiä oireita.
Tämän mutaation aiheuttama tauti kuitenkin etenee muita hitaammin ja se on vähiten
neurotoksinen. D90A-mutatoituneessa hiirimallissa tavataan myös ALS-potilaille ominaisia
virtsarakon ongelmia.
Hiirimallien lisäksi SOD1 liitettyä ALS-tautia mallittavia rottalinjoja on kehitelty kaksi
kappaletta, G93A (Howland D.S. ym. 2002) ja H46R (histidiini-46 muuttunut arginiiniksi)
(Nagai M. ym. 2001) -linjat. Mutaatiolle G93A homotsygootit rotat sairastuivat 3-4
kuukauden ikäisinä (Howland D.S. ym. 2002). Niiltä mitattiin 8 kertaa suurempi SOD1-
pitoisuus selkäytimen näytteissä verrattuna nuoriin oireettomiin rottiin.
Mutaation H46R sisältävillä rotilla huomattiin proteiinikasaumien muodostumista
neuroneissa ja astrosyyteissä (Nagai M. ym. 2001). H46R-homotsygoottilinja ilmensi
mutanttiproteiinia, mutta siellä ei ollut noussutta dismutaasiaktiivisuutta havaittavissa
toisinkuin G93A-homotsygooteilla.
SOD1-mutaatioiden tutkimiseen on kehitetty monien hiiri- ja rottamallien lisäksi myös
muita eläinmalleja, kuten seeprakala- (Danio rerio) (Ramesh T. ym. 2010), sukkulamato-
(Caenorhabditis elegans) (Oeda T. ym. 2001) ja banaanikärpäsmalli (Drosophila
melanogaster) (Phillips J.P. ym. 1989). Seeprakalalla on mallinnettu esimerkiksi G93R-
homotsygootteja (glysiini-93 muuttunut arginiiniksi) (Ramesh T. ym. 2010). Sen SOD1-
aminohapposekvenssi on 77 %:sesti identtinen ihmisen kanssa. Matomallilla on tutkittu
muun muassa oksidatiivisen stressin mekanismia mutanteilla A4V (alaniini-4 muuttunut




Solumalleilla tutkitaan esimerkiksi SOD1:n dimerisaatiota ja syntyviä proteiinikasaumia
sekä niiden vaikutuksia taudin syntyyn ja kehitykseen. Solumalleilla pystytään myös
tutkimaan tautiin liittyviä ei-neuronaalisia soluja kuten gliasoluja ja niiden osuutta.
ALS-tutkimuksessa käytetään esimerkiksi NSC-34 (Cashman N. ym. 1992), BV-2 (Liu Y.
ym. 2009) ja Neuro2a (hiiren neuroblastooma-solulinja, mouse neuroblastoma cell line)
(Soo K.Y. ym. 2012) -solulinjoja. NSC-34 (neuroblastoma-spinal cord) on motoneuroneja
mallittava solulinja (Cashman N. ym. 1992). Solulinjassa on yhdistetty aminopteriini-
sensitiivisiä neuroblastooma N18TG2-soluja motoneuroni-rikastettuihin alkion
selkäydinsoluihin. Molemmat ovat alun perin hiirestä eristettyjä soluja. Solulinjassa
esiintyy motoneuroneille tyypillisiä ominaisuuksia, kuten aktiopotentiaalin synty ja
asetyylikoliinin synteesi, varastointi ja vapautus.
BV-2 (immortalisoitu mikroglia-solulinja, immortalized microglial cell line) -solulinjalla
voidaan tutkia SOD1-mutantin vaikutuksia mikroglian toimintaan. Liu Y. ym. (2009) tutkivat
vaikutuksia siirtämällä soluihin mSOD1-geenin. Tämän vaikutuksesta gliasolujen ja
neurotoksisen Tuumorinekroositekijä ? -proteiinin tuotanto lisääntyi sekä
neuroprotektiivisten Interleukiini-6 ja Toll-like reseptori 2 -proteiinien esiintyminen väheni.
Edellisessä kappaleessa käsiteltyjen solulinjojen lisäksi on kehitelty indusoitu pluripotentti
solulinja. Dimos J.T. ym. (2008) eristivät soluja 82-vuotiaasta ALS-potilaasta ja saivat ne
erilaistumaan motoneuroneiksi. Tämä tekniikka tarjoaa mahdollisuuden tutkia tautia
nimenomaan ihmisen soluilla ja pystyy mahdollisesti ajan kuluessa korvaamaan nykyiset
solulinjat ja ehkä osan käytetyistä eläinmalleistakin.
2.3 SUPEROKSIDIDISMUTAASI 1
2.3.1 Cu/Zn superoksididismutaasi (SOD1)
Ihmisen SOD1-geeni sijaitsee kromosomissa 21 ja koostuu viidestä eksonista. Geeni
koodaa SOD1-proteiinia, joka on homodimeerinen entsyymi. Tämä entsyymi esiintyy
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lähinnä sytoplasmassa, missä se katalysoi superoksidi-ionien muuntumista
vetyperoksidiksi ja hapeksi (Klug D. Ja Rabani J. 1972). SOD1 sitoutuu yhteen kupari- ja
yhteen sinkki-ioniin, sekä sisältää sisäisen rikkisidoksen (Lyons T. ym. 1996). Proteiinista
on löydetty yli 150 erilaista pistemutaatiota (http://alsod.iop.kcl.ac.uk/). Esimerkiksi
deleetio- ja ennenaikaisten terminaatiomutaatioiden on huomattu aiheuttavan SOD1-
proteiinin väärinlaskostumista ja proteiinikasaumia (Wang J. ym. 2003). Mutatoituneen
SOD1-proteiinin on myös huomattu sitoutuvan metalleihin (esim. natiiviin sinkkiin) erilailla
kuin villityypin proteiinin (Lyons T. ym. 1996). Tästä voi seurata metallien kertymistä
elimistöön. SOD1 on kova nukleofiili (Goldsteins G. ym. 2008) ja sen onkin huomattu
pelkistyvän villityypin proteiinia nopeammin elimistössä (Lyons T. ym. 1996).
2.3.2 Villityyppi
Villityypin SOD1-proteiinin ilmentymisen on osoitettu olevan neurotoksinen ja liittyvän
ALS-patologiaan (Graffmo K. ym. 2012; Prudencio M ym. 2010).
Prudencio M. ym. (2010) tutkivat villityypin vaikutuksia mutatoituneen SOD1-proteiinin
toksisuuteen solu- ja hiirimalleissa. Ilmentäessään villityypin SOD:ia yhdessä G37R ja
L126Z (leusiini-126 muuttunut glutamiiniksi) mutaatioiden, he huomasivat
proteiinikasaumien lisääntymistä syntyvässä SOD1-proteiinissa verrattuna pelkkiin
mutaatio-homotsygootteihin solulinjoihin. Proteiinikasaumien lisääntymistä huomattiin
samoin myös hiirilinjoissa, jotka olivat yhdistelmälinjoja L76WT + G37R ja SJLWT +
L126Z -hiiristä. Näillä hiirilinjoilla tauti kehittyi nopeammin kuin esimerkiksi G37R-
homotsygooteilla. Villityypin ja SOD1-mutaation yhteisvaikutus oli riippuvainen käytetystä
mutaatiosta ja villityypin ilmentymisen voimakkuudesta. Tuloksista ei kuitenkaan voinut
päätellä, että tuplatransgeenisillä hiirillä, jotka halvaantuivat aikaisessa vaiheessa,
halvaantuminen olisi johtunut suoraan proteiinikasaumien muodostumisesta.
Tämän opinnäytetyön ollessa käynnissä julkaistiin hiirimalli, joka ilmensi villityypin SOD1-
proteiinia saman verran kuin mutantti hSOD1 G93A -hiirikanta (Graffmo K. ym. 2012).
Mutantti hSOD1 G93A -malli ilmentää SOD1-proteiinia noin kaksi kertaa enemmän kuin
muut yleisesti käytetyt kannat (Gurney M. ym. 1994). Villityypin SOD1:a ilmentävän
kannan hiiret saivat samankaltaisia oireita kuin G93A-hiiret (Graffmo K. ym. 2012). Niillä
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raportoitiin esiintyvän takajalkojen heikkoutta sekä painon putoamista sadannen
elinpäivän kohdalta lähtien. Hiiret jouduttiin lopettamaan noin 370 päivän kohdalla, kun
taas G93A-kannan hiiret elävät laboratoriossa yleensä noin 155 päivää ennen
lopetuskriteerien täyttymistä. Näiden kahden hiirikannan välillä huomattiin myös
samankaltaisia patologisia muutoksia, kuten neuronien kato, hSOD1-proteiinikasaumat
selkäytimessä, gliasolujen lisääntymistä ja vakualisaatiota (Graffmo K. ym. 2012; Gurney
M. ym. 1994).
2.3.3 SOD1 mitokondrioissa
Mitokondrioiden tehtävä on tarjota solulle energiaa (Kawamata H. ja Manfredi G. 2010).
Tämän lisäksi ne esimerkiksi säätelevät apoptoosia ja solunsisäistä kalsium
homeostaasia. Kalsium on signaalimolekyyli, joka säätelee monia solun selviämiselle
tärkeitä aineenvaihduntareittejä. Mitokondriot ovat myös vapaiden radikaalien ja
vetyperoksidin lähteitä (Zimmerman M.C. ym. 2007). Ne vapauttavat sytoplasmaan
sytokromi-c:tä, joka laukaisee kaskadin, joka johtaa solukuolemaan vetyperoksidin
vaikutuksesta. Mitokondrioilla on huomattu olevan suuri rooli ALS-patologiassa (Flanagan
S. ym. 2002).
ALS:ssa motoneuroneiden mitokondrioiden morfologia, kalsiumin käsittely sekä sen
kuljetus muuttuvat (Kawamata H. ja Manfredi G. 2010). Esimerkiksi näitä muutoksia on
huomattu hiiren lihaksen ja selkäydinnäytteiden motoneuronien mitokondrioissa. Solun
lisääntynyt kalsiumpitoisuus voi tehdä motoneuronit alttiiksi degeneraatiolle.
Mitokondrioiden lisäksi SOD1-mutanteilla on huomattu toksisia vaikutuksia myös
proteasomeihin, soluntukirankaan ja endoplasmakalvostoon (Magrané J. ym. 2009).
 SOD1-proteiini esiintyy runsaimmillaan sytoplasmassa, mutta sitä on huomattu esiintyvän
myös mitokondrion kalvojen välitilassa. Kupari-kaperoni (CCS, copper chaperone for
SOD1) tarjoaa laskostamattomalle SOD1-proteiinille kuparin ja auttaa sisäisen
rikkisidoksen muodostumisessa (Culotta V. ym. 1997). Son M. ym. (2007) risteyttivät
G93A-SOD1 -hiiriä sekä villityypin hiiriä uuden CCS-yli-ilmentävän kannan kanssa
tutkiakseen kupari-kaperonin vaikutuksia ALS:ssa. CCS/G93A-SOD1 -hiiret elivät vain 36
päivää, kun taas normaalisti G93A SOD1 -hiiret elävät keskimäärin 155 päivää (Graffmo
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K. ym. 2012). Niillä havaittiin mutatoituneen proteiinin lisääntyvän mitokondrioissa
aiheuttaen niihin toimintahäiriöitä (Son M. ym. 2007). Hiirillä havaittuja toimintahäiriöitä
ovat esimerkiksi mitokondrioiden epämuodostumat, kalsiumin liiallinen sisäänotto ja
vähentynyt hapen tuotanto (Kawamata H. ja Manfredi G. 2010; Magrané J. ym. 2009).
Mitokondrioiden häiriöt tulevat yleensä esiin ennen ulkoisia oireita, joten niiden oletetaan
olevan ainakin osaksi vastuussa ALS:iin liittyvästä patologiasta (Kawamata H. ja Manfredi
G. 2010). Mitokondrion turpoamista on havaittu myös ihmisten SALS-kudoksissa. Tämä
viittaakin taas mahdollisuuteen, että SALS ja FALS jakavat ainakin osaksi samanlaisen
tautimekanismin.
Mitokondrion kalvojen välitilassa olevan SOD1-proteiinin on osoitettu aiheuttavan NSC-34
–soluilla esimerkiksi mitokondrion turpoamista (Magrané J. ym. 2009). Hiivalla on
osoitettu, että laskostamaton apo-SOD1 voi siirtyä suoraan mitokondrion kalvon läpi
sisemmälle kalvolle, mutta laskostettu aktiivinen SOD1 ei (Field L. ym. 2003).
Goldsteins G. ym. (2008) selvittivät kilpaileeko SOD1 sytokromi-c:n kanssa superoksidista
mitokondrionaalisen stressin aikana tuottaen vetyperoksidia (kts. Kuva 1). Vetyperoksidi
sitten puolestaan reagoisi sytokromi-c:n kanssa, mikä laukaisisi ROS-yhdisteiden
(reaktiivinen happiradikaali) ylituotannon mitokondrion kalvojen välitilassa. Tämän
hypoteesin mukaan mitokondrion, josta puuttuu SOD1, pitäisi tuottaa vähemmän
vetyperoksidia. Tuloksena oli, että mitokondrion respiraation eli soluhengityksen inhibition
aikana, jolloin superoksidiradikaalien määrä nousee, myös SOD1-aktiivisuus nousi.
Tämän osoitettiin johtuvan lisääntyneestä vetyperoksidi-tuotannosta, joka johti sytokromi-c
katalysoituun peroksidaatioon mitokondriossa.
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Kuva 1. SOD1-toksisuuden mahdollinen mekanismi mitokondrion kalvojen välitilassa. Superoksidiradikaaleja
vapautetaan mitokondrion kalvojen välitilaan (kohta I). Sytokromi-c hapettaa superoksidin hapeksi (kohta II).
Kalvojen välitilassa oksidaatio aktivoi SOD1:n, joka johtaa rikkisillan muodostumiseen proteiinissa (kohta III).
SOD1 tuottaa vetyperoksidia dismutoimalla superoksidiradikaaleja. Vetyperoksidi puolestaan hapettaa
sytokromi-c :n oksoferryylisytokromi-c:ksi (CytC(Fe4 = O) (kohta IV).  (Goldsteins G. ym. 2008)
SOD:it muuttavat superoksidiradikaaleja vetyperoksidiksi, jotka sytosolissa metaboloidaan
katalaasin ja glutationiperoksidaasien toimesta (Flanagan S. ym. 2002). Mangaani
superoksididismutaasi (SOD2) on mitokondrion matriksin oleellinen entsyymi, joka poistaa
ROS-yhdisteitä ja tuhoaa superoksidiradikaaleja. Täten entsyymi estää solukuolemaa ja
hapetusstressiä. SOD2:n on huomattu olevan protektiivinen eli suojelevan solua ROS-
yhdisteiden aiheuttamissa solun toksisuus tutkimuksissa. Zimmerman M.C. ym. (2007)
raportoivat, että mutantti SOD1-ilmentyminen nosti vapaiden radikaalien määrää
mitokondrioissa. Antioksidantti SOD2:n yli-ilmentyminen vähensi SOD1-indusoitua
solukuolemaa G37R-solulinjassa (Flanagan S. ym. 2002), mikä tukee hypoteesia, että
mitokondriolla ja oksidatiivisella stressillä on suuri rooli ALS-patologiassa.
2.3.4 Astrosyytit ja eksitotoksisuus
Kaikista keskushermoston soluista 50-60 % koostuu astrosyyteistä (Raibon E. ym. 2008).
Astrosyytit ovat suurilukuisin gliasolutyyppi eli ne osallistuvat hermotukikudoksen
muodostamiseen. Astrosyytit ovat samaa solukantaa neuronien ja oligodendrosyyttien
kanssa. Astrosyytit pitävät huolta hermosolujen kemiallisesta tasapainosta ja ovatkin
pääosassa siirtämässä ylimääräistä glutamaattia pois keskushermostosta (Trotti D. ym.
1999).
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Astrosyyttien on huomattu olevan toksisia motoneuroneille (Yamanaka K. ym. 2008).
Astrosyytit vapauttavat neurotoksisia aineita tai vaihtoehtoisesti eivät tarjoa elämiseen
tarvittavia aineita soluille (kts. Kuva 2). Haidet-Phillips A. ym. (2011) tekemässä
tutkimuksessa tutkijat eristivät postmortaalisesti SALS- ja FALS-potilaiden kudoksista
taudille spesifiset astrosyyttisolulinjat ja kokeilivat hypoteesia astrosyyttien toksisuudesta
viljelemällä motoneuroneja astrosyyttirikastetussa mediumissa. Tuloksena motoneuronit
kuolivat noin 50 % nopeammin kuin kontrollit, joita viljeltiin ei-ALS astrosyyttirikastetussa
mediumissa. FALS- ja SALS-astrosyyttilinjoissa huomattiin myös useiden tulehdukseen
liittyvien geenien yli-ilmentymistä.
SOD1-ilmentyminen on liitetty motoneuronien kuolemaan ja toksisuuteen (Gurney M. ym.
1994). Haidet-Phillips A. ym. (2011) tutkimuksessa mutantti SOD1-ilmentymistä
vähennettiin siRNA:n avulla SALS- ja FALS-astrosyyteissä. Ilmentymisen vähennys sai
aikaan motoneuronien astrosyytti-välitteisen toksisuuden loppumisen verrattuna ei-ALS
kontrollilinjaan. On pitkään mietitty, onko FALS:n ja SALS:n takana samankaltainen
tautimekanismi. Myös villityypin SOD1 on pystytty liittämään ALS-patologiaan (Graffmo K.
ym. 2012). Sen yli-ilmentäminen aiheuttaa hiirillä samankaltaisia oireita kuin itse tauti.
Näiden tietojen saattelemana tutkijat testasivat samaa geenin ilmentymisen hiljentämistä
villityypin SOD1–geenille SALS-astrosyyttilijoissa (Haidet-Phillips A. ym. 2011). Geenin
ilmentymisen hiljentämisen tuloksena havaittiin neuroprotektiivista vaikutusta neljässä eri
astrosyyttisolulinjassa.
Kuva 2. Mahdollisia ALS-patologiaan liittyviä mekanismeja. (Turner M. ym. 2013)
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ALS-potilailla on huomattu lisääntynyttä glutamaatti-pitoisuutta selkäydinnäytteissä (Shaw
P. ym. 1995). Glutamaatti-pitoisuuden noustessa myös kalsiumpitoisuudet nousevat
(Anderson C. ym. 2000). Vähentynyt glutamaatin kuljetus astrosyytteihin johtuu
eksitatorisen aminohaponkuljettaja 2:n (EAAT2, exitatory amino acid transporter 2)
toimimattomuudesta (kts. Kuva 3). Liiallinen glutamaattireseptorien aktivaatio
liikehermosoluissa laukaisee kaskadin, joka johtaa solukuolemaan (Yamamoto K. ym.
1998). Erään tutkimuksen mukaan vasteena eksitotoksisuudelle motoneuronit alkoivat
tuottaa suuria määriä vahingollisia ROS-yhdisteitä (Rao S. ym. 2004). ROS-yhdisteet
pystyvät läpäisemään membraanit ja aiheuttavat näin EAAT2-toimintahäiriöitä
astrosyytteihin. SOD1 A4V -mutanttimallissa on tavattu EAAT2-toimintahäiriöitä vasteena
SOD1-mutantin tuottamille oksidanteille (Trotti D. ym. 1999).
Kuva 3. Mahdollinen motoneuronien kuolemaan johtava gliasolujen aktivaatiomekanismi SOD1-
mutatoituneessa ALS-mallissa. (Boillée S. ym. 2006)
2.3.5 Glutationiperoksidaasit
Glutationiperoksidaasit voivat metaboloida vetyperoksidia ja rasvojen vetyperoksideja
solussa (Barnham K. ym. 2004). Tyydyttymättömät rasvat ovat alttiita oksidatiivisille
modifikaatioille ja lipidien peroksidaatio onkin oksidatiivisen stressin spesifinen merkki.
Glutationiperoksidaasit liitetään tiukasti osaksi endogeenisiä puolustusmekanismeja
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(Arthur J.R. ym. 2000). Glutationiperoksideja, jotka sisältävät seleniumosan, tunnetaan
neljä erilaista, Gpx-1, -2, -3 ja -4. Gpx-1 pystyy metaboloimaan vetyperoksideja ja
pitkäketjuisten rasvojen vetyperoksideja. Näin se suojelee soluja ROS-yhdisteiltä ja
vetyperoksidi-välitteisiltä vahingoilta. Gpx-4 on monomeeri, joten se pystyy rakenteensa
puolesta sitoutumaan moniin substraatteihin. Gpx-4:lla on huomattu olevan suojaavaa
vaikutusta oksidatiiviselta stressiltä. Tutkimuksessaan Lu L. ym. (2009) yli-ilmensivät
normaaliin antioksidanttisysteemiin kuuluvia komponentteja tutkiakseen ilmentämisen
vaikutusta oksidatiiviseen stressiin retinaalisen pigmenttiepiteelin soluissa ja retinassa.
SOD1:n ja -2:n ilmentäminen oli soluille vahingollista ja altisti niitä hapetusstressille. Gpx-
4:n ja -1:n ilmentämisen yhteydessä samanlaista vaikutusta ei huomattu. Seuraavaksi he
tutkivat pelastaisiko Gpx-4:n yhteis-ilmentäminen SOD1:n tai -2:n kanssa soluja
oksidatiiviselta stressiltä. Huomattiin, että Gpx-4 ilmennys yksin tarjosi soluille parhaan
suojan, mutta myös yhteis-ilmennys pelasti osan soluista SOD1:n aiheuttamilta
oksidatiivisilta vahingoilta. Gpx-1:lla ei huomattu olevan niin suurta pelastavaa vaikutusta
kuin Gpx-4:lla. Antioksidattisysteemin komponenttien yli-ilmentämisellä on erilaisia
vaikutuksia eri solutyypeistä ja oksidatiivisen stressin luonteesta riippuen.
2.4 HOITO
2.4.1 Diagnostiikka
ALS:in diagnosointi on tällä hetkellä vielä hyvin hankalaa. Diagnoosi tehdään kokeneen
neurologin toimesta ja se tapahtuu käytännössä sulkemalla pois kaikki muut
samankaltaiset sairaudet (Kiernan M.C. ym. 2011). Taudin alkamisen ja diagnoosin
saamisen välillä onkin suunnilleen vuoden viive (Zoccolella S. ym. 2006). Oireiden
ilmentyessä sairaus on ehtinyt jo edetä pitkälle.
Diagnoosi voidaan kuitenkin vahvistaa ja taudin etenemistä tarkastella esimerkiksi
magneettikuvauksen (MRI, magnet resonance imaging), elektromyografian (EMG,
electromyography) ja motoristen yksiköiden määrän arviointimenetelmän (MUNE, motor
unit number estimation) avulla.
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MRI:n avulla pystytään tarkastelemaan aivojen tiheyksien muutoksia ja vahvistaa
huomatut merkit tai muutokset (Brooks BR. ym. 2000). Tekniikalla ei voida todeta
varmaksi juuri ALS:ia, mutta se auttaa diagnoosin teossa. Muiden sairauksien
poissulkeminen helpottuu kuvantamisen vuoksi. Bulbaarisesti alkavan ALS:in
diagnoosissa MRI ei ole hyvä tekniikka.
EMG antaa tietoa taudin tyypistä, vakavuudesta ja levinneisyysasteesta (Shefner J. M. ja
Gooch G. L. 2003). Se ei puolestaan pysty tarjoamaan informaatiota taudin diagnoosin
jälkeisestä pitkänajan kuluessa tapahtuvasta motoneuronien kadosta, jonka tutkimiseen
MUNE:a käytetään. MUNE kehitettiin alun perin, jotta saataisiin tietoa taudeista, joihin
liittyy etenevä motoristen aksonien väheneminen.
2.4.2 Nykyinen lääkehoito ja tulevaisuuden mahdollisuudet
Tällä hetkellä ALS:iin ei ole tehokasta hoitokeinoa. Potilas pyritään pitämään
toimintakuntoisena mahdollisimman pitkään esimerkiksi fysioterapian avulla. On
ainoastaan yksi markkinoille hyväksytty lääke (Riluzole eli 2-amino-6-
(trifluorometoksi)bentsotiatsoli, RP 54274), jonka on huomattu hidastavan taudin
etenemistä, mutta ei parantavan sitä (Bensimon G. ym. 1994). Riluzolen toimintaperiaate
perustuu glutamaatin erityksen hillintään ALS-potilaalla. Riluzolen (markkinanimeltään
Rilutek®) oli huomattu antavan paremman vasteen bulbaarisesti alkaville ALS-tapauksille
kuin raajoista alkaville. Kaikille potilaille lääke ei kuitenkaan sovi tai anna minkäänlaista
vastetta. Sen on kerrottu pidentävän potilaiden elinikää ja lääkeryhmässä olleiden
potilaiden lihasten oli huomattu pysyneen toimintakunnossa pidemmän aikaa kuin
placebo-ryhmässä olleiden potilaiden. Vuoden seurannan jälkeen 58 % kontrolliryhmässä
olleista potilaista ja 74 % lääkehoitoa saaneista potilaista oli elossa. Lääkehoito vähensi
potilaiden kuolleisuutta vuoden seurannan aikana 38,6 % ja 19,4 % 21 kuukauden
seurannan kohdalla. Tutkimukseen osallistui 155 ALS-potilasta.
ALS:in hoitokeinoksi on kaavailtu lääkkeen lisäksi monia vaihtoehtoisia tekniikoita, kuten
kasvutekijä- (Kaspar B. ym. 2003; Ralph G. ym. 2005) ja kantasoluterapiaa (Boillée S. ym.
2006). Kasvutekijäterapiassa tehtäisiin virusvälitteinen tai suorainjektio potilaan aivoihin,
selkäytimeen tai lihakseen siirtäen sinne kasvutekijöitä, kuten Insuliininkaltainen
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kasvutekijä-1 (IGF-1) tai Verisuonen endoteelin kasvutekijä (VEGF) (Kaspar B. ym. 2003).
IGF-1 kasvutekijän siirtämisen virusvälitteisesti on huomattu hidastavan taudin edistymistä
hSOD1 G93A-hiirillä. Eräässä tutkimuksessa käytettiin RNAi-tekniikkaa SOD1-
ekspression hiljentämiseksi hSOD1 G93A-hiirissä (Ralph G. ym. 2005). RNAi-tekniikassa
injektoitava siRNA katalysoi SOD1:a koodaavaa mRNA eritystä näin hiljentäen geenin.
siRNA injektoitiin suoraan nuorten hiirten lihaksiin. Hoidon huomattiin vähentävän
mutatoituneen SOD1:n syntymistä motoneuroneissa ja pidentävän hiirten elinikää jopa 80
%:lla normaalista elinajan odotteesta.
Kantasoluterapialla pystyttäisiin hypoteettisesti korvaamaan tuhoutuneet motoneuronit
uusilla soluilla (Boillée S. ym. 2006). Tämä hoitokeino kuitenkin on haastava, koska
alempien motoneuronien soluvartalot ovat levittäytyneet pitkälti selkäytimeen, jolloin




ALS:ssa aivoista selkäytimeen kulkevat liikehermosolut tuhoutuvat aiheuttaen potilaalle
lihasten surkastamisen ja kuoleman hengityselinten toimimattomuuden vuoksi 3-5
vuodessa diagnoosista. Perinnöllisen ALS-muodon (FALS) taustalta on löydetty lukuisia
mutaatioita SOD1-geenissä, mutta taudin patofysiologiaa ei vielä kunnolla tunneta.
Aiempien tutkimusten perusteella on syytä olettaa, että taudin taustalla olisi liiallinen
dismutaasiaktiivisuus.
Pro Gradu-tutkielman kokeellisen osion tavoitteena oli selvittää, onko yli-ilmennetty
villityypin SOD1 toksinen liikehermosoluille ja/tai herkistääkö se käytetyt NSC-34-solut
hapetusstressille. Lisäksi pyrittiin selvittämään, voiko näihin mekanismeihin vaikuttaa
ilmentämällä solujen hapetus-pelkistys-tasapainoon vaikuttavaa glutationiperoksidaasi-4:a
samanaikaisesti SOD1:n kanssa.
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4 MATERIAALIT JA MENETELMÄT
4.1 Soluviljely
Tutkimuksessa käytettiin motoneuroneja mallittavaa immortaalia NSC-34–solulinjaa
(neuroblastoma-spinal cord). Solulinjassa on yhdistetty aminopteriini-sensitiivisiä
neuroblastooma N18TG2 -soluja motoneuroni-rikastettuihin alkion selkäydinsoluihin.
Molemmat ovat alun perin hiirestä eristettyjä soluja. (Cashman N. ym. 1992) Soluja
viljeltiin tiheyksillä 0,6-1 x 106 solua/cm2 ja kasvatettiin inkubaattorissa, jonka lämpötila oli
37°C ja hiilidioksidipitoisuus 5 %. Kasvatusmediumina soluilla käytettiin
DMEM+GlutaMAX™ (Gibco) mediumia, jossa oli 4,5 g/l glukoosia, 10 % vasikan sikiön
seerumia (Fetal calf serum FCS, Gibco), 100 U/ml penisilliiniä ja 100 µg/ml
streptomysiiniä.
4.2 Plasmidit
Ekspressiovektorina käytettiin pIRES2-EGFP vektoria (BD Biosciences Clontech,
Mountain View, CA), johon oli kloonattu hiiren SOD1, SOD2 ja Gpx-4 –geenit (Lu L. ym.
2009). Ekspressiovektoreita käytettiin NSC-34–solujen transfektioon elektroporaatiolla.
Kontrollina toimi pelkkä pIRES2-EGFP vektori ilman inserttiä.
4.3 Elektroporaatio
Elektroporaatiota varten tarvittiin 5 x 106 solua/ml eli 5 x 105 solua/ 100 ?l reaktio. NSC-34
-solut irrotettiin alustasta trypsiinillä (TrypLE Express, Gibco) ja suspensoitiin
antibioottivapaaseen mediumiin solulaskua varten. Solut laskettiin käyttäen B?rker-T?rk –
laskukammiota. Solususpensiota sentrifugoitiin 5 min ajan 1400 rpm (Megafuge 1.0,
Heraeus Instruments). Medium poistettiin solunapin päältä ja solut suspensoitiin Dulbecco
pesuliuokseen (Dulbecco’s phosphate buffered saline, Sigma-Aldrich). Solususpensiota
otettiin tarvittava määrä ja sitä setrifugoitiin 5 min 1400 rpm. Setrifugoinnin jälkeen
pesuliuos poistettiin ja solunappi suspensoitiin R-puskuriin (Resuspension buffer).
Jokaiseen 100 ?l reaktioon tarvittiin 5,0 – 5,6 ?g plasmidia. Plasmidi ja solut sekoitettiin
keskenään ja 100 ?l seosta otettiin elekroporaatiopipettiin transfektiota varten. Pipetin
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kärki laskettiin E-puskuriin ja annettiin sähköshokki (1200 V 40 ms). Elektroporaatio
toteutettiin käyttäen Neon™ transfection system –laitetta (Invitrogen™). Sähköshokin
aikana solujen solukalvot aukeavat hetkeksi päästäen lisätyn plasmidin sytoplasmaan,
josta se kulkeutuu tumaan liittyen osaksi genomia. Transfektion jälkeen solut laitettiin
antibioottivapaaseen mediumiin ja siitä tehtiin neljä rinnakkaista näytettä/plasmidi 48-
kuoppalevylle. Näytteet siirrettiin inkubaattoriin ja ne kuvattiin seuraavana päivänä
Olympus 1X71 immunofluoresenssimikroskoopilla transfektion onnistumisen
varmistamiseksi.
4.4 Transfektiotehokkuuden määritys virtaussytometrilla
Virtaussytometrin (FACSCalibur flow cytometer, BD Biosciences, Franklin Lakes, NJ,
USA) avulla kvantitoitiin transfektiotehokkuus. Virtaussytometri antaa tietoa fluoresoivalla
aineella leimattujen antigeenien olemassaolosta tutkittavissa soluissa. Valittiin kaksi
luotettavaa ja paljon käytettyä tekniikkaa optimointia varten: elektroporaatio ja
liposomivälitteinen transfektio.
Elektroporaation optimointi tehtiin käyttäen plasmidina kontrollia pEF-IRES-GFP. Yhteen
kuoppaan 12-kuoppalevylle laitettiin negatiivikontrolliksi plasmidia 1,65 ?g ja soluja, mutta
soluille ei annettu sähköimpulssia. Toiseen kuoppaan tehtiin transfektio 1200 V 40 ms
pulssilla ja kolmanteen 1300 V 30 ms pulssilla. Olosuhteet olivat valmistajan
suosittelemia. Transfektion jälkeen näytteet siirrettiin inkubaattoriin ja kuvattiin seuraavana
päivänä immunofluoresenssimikroskoopilla.
Lipofektamiini transfektio suoritettiin 12-kuoppalevyllä. Plasmidina transfektiossa käytettiin
samaa pEF-IRES-GFP kontrollia kuin elektroporaatiossa. Ensin sekoitettiin keskenään
OPTI-MEM -liuosta ja 1,6 ?g plasmidia. Seuraavaksi sekoitettiin keskenään OPTI-MEM -
liuosta ja Lipofectamine 2000 –liuosta, jota inkuboitiin huoneenlämmössä 5 min ajan.
Molemmat seokset yhdistettiin ja inkuboitiin 30 min huoneenlämmössä. Negatiivikontrolliin
ei lisätty plasmidia ollenkaan. Valmis liuos pipetoitiin seerumivapaaseen mediumiin
jaettujen solujen päälle ja näytteet siirrettiin inkubaattoriin. Näytteet kuvattiin 18-24 tuntia
transfektion jälkeen.
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Solulaskua varten solut irrotettiin maljalta trypsiinillä ja suspensoitiin antibioottivapaaseen
mediumiin. Solulaskun jälkeen suspensio sentrifugoitiin 5 min 1400 rpm solupelletin
erottamiseksi. Mediumin tilalle vaihdettiin PBS pesuliuos, johon solut suspensoitiin
virtaussytometrianalyysia varten. Suspensiot siirrettiin virtaussytometri putkiin ja vietiin
analysaattorille. Mittaukseen käytettiin 488 nm laseria ja GFP-signaali kerättiin vihreältä
(530 nm) FL-1-kanavalta.
4.5 Hapetusstressi ja solujen elinkykyisyysmittaus
Hapetusstressin aiheuttamiseksi solut altistettiin paraquat-kemikaalilla (Sigma-Aldrich).
Paraquat-käsittely tehtiin 48 tunnin päästä transfektiosta inkuboimalla transfektoituja
soluja 24 tuntia 7 mM paraquat-liuoksessa, joka oli tehty seerumivapaaseen mediumiin.
Paraquat-käsittelyn jälkeen soluille vaihdettiin seerumivapaa medium, johon oli lisätty
1:500 laimennettu resazurinliuos (Sigma-Aldrich, R7017). Soluja inkuboitiin liuoksessa 2-3
tuntia. Resazurinin avulla saatiin selville kuinka paljon soluja oli elossa. Sitä käytetään
yleisesti mitattaessa solujen lisääntymistä ja sytotoksisuutta. Mitattava aine eli
resazurinista muodostuva resorufin on soluille myrkytön. Sininen ei-fluoresoiva resazurin
hapettuu pinkiksi fluoresoivaksi väriksi mediumissa. Tätä säätelee
soluaktiivisuus/mitokondrioiden metabolia eli todennäköisesti solujen hapenkulutus.
(O’Brien J. ym. 2000) Solujen elinkykyä mitattiin Wallac Victor2 1420 multilabel reader –
laitteella (PerkinElmer).
4.6 SDS-PAGE
Solunäytteet kerättiin 1 x näytepuskuriin ja niitä keitettiin noin 5 min ajan ennen geeliajoa.
Puskuri sisälsi SDS-detergenttiä (Sodium Dodecyl Sulfate) ja ?-merkaptoetanolia, joka
pelkistää näytteen eli katkaisee proteiinia stabiloivat rikkisillat. Puskuri ja SDS varaa
proteiinit negatiivisesti. Tällöin ne kulkeutuvat geelillä primäärirakenteensa mukaisesti.
Näytteet ajettiin 12 % SDS-polyakryyliamidigeelissä PowerPac 300 -laitteella (BioRad)
ylägeelistä alageeliin 100 V jännitteellä 5 min ja erottelua jatkettiin alageelissä 200 V
jännitteellä 40 min. Ylägeelin akryyliamidipitoisuus ja pH eroavat erottelugeelistä. Geelissä
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akryyliamidi toimii verkkona, joka siivilöi siinä kulkeutuvia proteiineja. Pienemmät proteiinit
läpäisevät verkon helpommin eli kulkeutuvat geelillä alemmas kuin isommat proteiinit.
Molekyylipainomarkkerina käytettiin PageRuler™ Plus Prestained Protein Ladder (nro.
26616) -liuosta (Thermo Scientific).
4.7 Western blot -analyysi
Western blot -analyysi (ns. immunoblottaus) tarkoittaa vasta-aineen avulla tapahtuvaa
proteiinien tunnistusta PVDF- kalvolta (polyvinylidene difluoride, GE Healthcare,
Piscataway, NJ, USA). Kun geeliajo oli päättynyt, SDS-PAGE geelin ylägeeli poistettiin
tarpeettomana ja geeli siirrettiin siirtolaitteeseen Mini-Protean 3 (BioRad). Geelillä olevat
proteiinit siirrettiin PVDF-kalvolle sähkövirran avulla (380 mA 1h, +4°C). Siirron päätyttyä
kalvoa käsiteltiin 30 minuuttia 5 % maidossa, joka oli tehty PBS-TWEEN® 20 (PBS-T) -
liuokseen (0,02 %). Maidon proteiinit kyllästävät kalvon estäen vasta-aineiden
epäspesifistä sitoutumista. Sitoutumattomat maidon proteiinit pestiin pois PBS-T–
liuoksella. Pesun jälkeen kalvoa käsiteltiin primaarivasta-aineessa 2 tunnin ajan
huoneenlämmössä tai yli yön +4°C:ssa. Taulukossa 1 on esitetty kokeissa käytetyt vasta-
aineet. Primaarivasta-aine tarttuu halutun proteiinin epitooppeihin. Primaarivasta-aineella
inkuboinnin jälkeen vasta-aine kerättiin myöhempää käyttöä varten takaisin pulloon (kolme
käyttökertaa/yksi laimennos) ja heikosti sitoutuneet vasta-aineet pestiin pois 3 x 5 min
pesuilla PBS-T -liuoksessa. Seuraavaksi kalvolle laitettiin HRP (horse radish peroxidase)-
konjugoitu sekundaarivasta-aine, jota inkuboitiin 2 tuntia huoneenlämmössä.
Sekundaarivasta-aine tarttuu primaarivasta-aineeseen. Kalvoa stabiloitiin vielä pesemällä
PBS-T -liuoksessa, jonka jälkeen kalvolle lisättiin kemiluminesenssireagenssia (ECL + kit,
Thermo Scientific). Kemiluminesenssireagenssi ECL reagoi HRP:n kanssa eli toimii
entsyymin substraattina. Tässä reaktiossa muodostuu kemiluminesenssi eli valoa, jota
pystytään mittaamaan. Kalvo laitettiin muovitaskuun ja ECL pipetoitiin sen päälle ja
inkuboitiin noin 5 min ajan pimeässä. Tämän jälkeen kalvo kuvattiin proteiinipuoli alaspäin
laserskannerilla (Storm860 Molecular Dynamics tai Typhoon9400 Variable Mode Imager
(aallonpituus 670), GE Healthcare) ja tulokset analysoitiin Imagequant TL -ohjelmalla (GE
healthcare).
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Taulukko 1. Kokeissa käytetyt vasta-aineet.































Työssä tarkasteltiin dismutaasiaktiivisuutta zymografian avulla. Jos kyseinen entsyymi on
aktiivinen, se osoittaa, että tämä proteiini on pystytty laskostamaan ja metalloimaan
onnistuneesti. Solunäytteet kerättiin natiiviin näytepuskuriin ja ajettiin 10 % natiiville
geelille. Natiivi näytepuskuri ei pelkistä näytteitä se ainoastaan varaa ne negatiivisesti.
Näytteitä ei myöskään saanut keittää ennen geelille ajoa, näin proteiinit kulkeutuvat
geelillä natiivin rakenteensa mukaisesti. Geeliajo suoritettiin 100 V jännitteellä 7 min
näytteiden kulkeutumiseksi geelille, jonka jälkeen ne erotettiin 200 V jännitteellä 90 min
aikana. Valmista geeliä pestiin (2 x 5 min) 50 mM PB (pH 7,8) puskurissa, jonka jälkeen
sitä inkuboitiin 1,23 mM (1 mg/ml) NBT -liuoksessa (nitro blue tetrazolium, Sigma-Aldrich)
15 min ajan. Seuraavaksi geeliä inkuboitiin lyhyiden pesujen jälkeen 15 min liuoksessa,
joka sisälsi 0,25 % TEMED (21 mM), 30 ?M riboflaviini sekä 50 mM PB. Inkubaatio
tapahtui valolta suojattuna, koska riboflaviini on hyvin valoherkkää. Lyhyiden pesujen
jälkeen geeli jätettiin valottumaan valopöydälle, jolloin halutut vyöhykkeet tulivat silmin
nähtäviksi geelin muuttuessa muuten violetin väriseksi vähäisen NBT:n vuoksi. Tässä
tekniikassa NBT -liuosta käytettiin sytokromi-c:n korvaajana sekä merkkivärinä geelin
valotuksessa (Chen C-N. ja Pan S-M. 1996). Kun geeliä inkuboidaan NBT:ssa ja
riboflaviinissa sekä altistetaan valolle, riboflavin aiheuttaa superoksidi radikaalivirran
hapen ja TEMED:in läsnä ollessa.  Tällöin NBT ja SOD kilpailevat superoksidi
radikaaleista samanaikaisesti. Geeli skannattiin GS-710 Calibrated Imaging Densitometer




Virtaussytometrin avulla määritettiin kahdella eri tekniikalla saavutettu
transfektiotehokkuus NSC-34–soluille. Transfektiomenetelmiksi valittiin kaksi yleistä
tekniikkaa: elektroporaatio ja lipofektamiini-välitteinen transfektio.
Vertailimme solujen kuolleisuuden määrää ja transfektiotehokkuutta, ja näiden tulosten
perusteella valittiin sopivin tekniikka. Elektroporaatio osoittautui tehokkaimmaksi
tekniikaksi, vaikka solukuolleisuus olikin suurta. Elektroporaatiossa testattiin kahta eri
olosuhdetta eli 1200 V pulssi 40 ms ja 1300 V pulssi 30 ms. Näistä ensimmäinen antoi
parhaan tuloksen.
Kuvissa 4 ja 5 on näkyvissä immunofluoresenssimikroskoopilla otetut kuvat koko
solukosta ja vihreinä näkyvistä transfektoituneista soluista. Jo näiden kuvien perusteella
oli selvää, että elektroporaatio oli tehokkaampi transfektiotekniikka käytetyille soluille.
Kontrolliryhmissä ja lipofektamiini-välitteisessä tekniikassa solukuolleisuus oli vähäistä,
kun taas elektroporaatio tappoi selvästi enemmän soluja. Lipofektamiini-välitteinen
tekniikka oli hellempi soluille, mutta transfektiotehokkuus oli vain noin 7 % mikä jäi kauaksi
elektroporaatiolla saavutetusta, parhaimmillaan noin 45 %:n tehokkuudesta (Taulukko 2).
Kuvassa 6 on esitetty virtaussytometrianalyysin tulokset eri transfektiotekniikoille. Kaikissa
diagrammeissa ensimmäisessä kuvassa solujen antama signaali näkyy pisteinä, jotka
sijoittuvat kuvaan solun koon (x-akseli = FSC (forward scatter) ja solun granulaarisuuden
(Y-akseli = SSC (side scatter) mukaisesti. Tällöin alhaalla vasemmalla ovat kuolleet solut
ja ne on jätetty analyysistä pois. Sen viereisessä diagrammissa näkyy vihreän eli FLH-1
kanavan signaali. Kontrollinäytteissä ei ole vihreää fluoresenssia antavaa signaalia, joten
solupopulaatio asettuu aivan diagrammin vasempaan laitaan. Transfektoiduissa
näytteissä nähdään sekä positiivisia että negatiivisia soluja. Vihreän kanavan signaali on
esitetty myös histogrammina josta positiivisten ja negatiivisten solujen määrä on myös
analyysiohjelmalla kvantitoitu.
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Kuva 4. Elektroporaatiotekniikalla tehdyn transfektion onnistumisen arviointi
immunofluoresenssimikroskoopilla. Faasikuvassa näkyvät kaikki solut ja immunofluoresenssikuvassa
transfektoituneet solut näkyvät vihreinä.
Kuva 5. Lipofektamiini-välitteisen transfektion onnistumisen arviointi immunofluoresenssimikroskoopilla.
Faasikuvassa näkyvät kaikki solut ja immunofluoresenssikuvassa transfektoituneet solut näkyvät vihreinä.
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Kuva 6. Virtaussytometrianalyysistä saadut diagrammit transfektiotehokkuuden kuvaamiseen. Kuvissa
vasemmalla ylhäällä oleva diagrammi esittää tapahtumien määrän ja analyysiä varten rajatun alueen.
Kuolleita soluja vasemmassa alakulmassa ei otettu analyysiin mukaan. Oikealla ylhäällä oleva diagrammi
esittää vihreän FLH-1-kanavan tapahtumien määrän ja hajonnan. Jos näytteessä on ollut positiivisia
tapahtumia, eli toisin sanoen transfektoituneita soluja, näkyvät ne tässä kuvassa leviävänä rintamana 101-
arvosta oikealle. Alin kuva esittää tulokset histogrammin muodossa. (A) Elektroporaatio negatiivikontrolli.
Positiivisia tapahtumia ei ole näkyvissä juuri lainkaan. (B) Elektroporaatio: GFP-transfektoidut solut.
Positiivisia tapahtumia on näkyvissä runsaasti, joten transfektiotehokkuus on ollut hyvä. (C) LFA
negatiivikontrolli. Positiivisia tapahtumia on näkyvissä vain hyvin vähän. (D) LFA GFP-transfektoidut solut.
Positiivisia tapahtumia on näkyvissä B-diagrammia vähemmän.
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Paraquat-kemikaalilla aiheutettiin NSC-34-soluille hapetusstressitila ja solujen
elinkykyisyyttä mitattiin resazurin-reagenssin avulla. Jotta saatiin hapetusstressin
aiheuttamat tulokset kunnolla esiin, piti ensin optimoida soluille optimaalinen paraquat-
pitoisuus. Kemikaali ei saanut aiheuttaa liiallista solukuolemaa, mutta tulosten täytyi olla
näkyvät. Kokeiltiin kahta eri paraquat-pitoisuutta: 0,5 mM ja 0,7 mM professori Koistinahon
ryhmässä aiemmin optimoitujen olosuhteiden perusteella (kts. Kuva 7). Päädyttiin
käyttämään 0,7 mM pitoisuutta, jossa soluja kuoli noin 50 % (Kuva 8). Resazurin-
mittauksessa signaali oli sitä korkeampi, mitä enemmän soluja oli elossa. Tuloksista on
vähennetty kasvatusmediumista johtuva tausta, jotta saatiin todelliset arvot esille.
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Kuva 7. Paraquat pitoisuuden optimointi.
Kuva 8. Paraquat pitoisuuden optimointi.
5.3 SOD1:n ja SOD2:n yli-ilmentymisen vaikutus solujen elinkykyyn
Kokeet toistettiin jokaisesta vaiheesta 3-10 kertaa, tässä osiossa on esitettynä kaksi
edustavinta otosta saaduista tuloksista.
Paraquat-käsittely (0,7 mM) soluille kesti 24 tuntia. Sen avulla aiheutettiin hapetusstressiä
ja katsottiin miten se vaikuttaa solujen elinkykyisyyteen. Elinkykyä mitattiin menetelmällä,











































Transfektion onnistuminen tarkastettiin joka kerta immunofluoresenssimikroskoopilla
(Kuva 9). Kuvassa 10 näkyy, että paraquat-käsittely laski elävien kontrollisolujen määrän
puoleen, kuten paraquat-optimoinnin perusteella pitikin. SOD1:n yli-ilmentäminen laski
käsittelemättömien solujen elinkykyä n. 60 %. SOD2:n yli-ilmentäminen laski vain hieman
(n. 10 %) käsittelemättömien solujen elinkykyä. SOD1:n yli-ilmentäminen siis lisäsi
solukuolemaa enemmän kuin SOD2:n yli-ilmentäminen.
SOD2:a yli-ilmentävät solut selvisivät paraquat-käsittelystä hieman kontrolliryhmää
paremmin: kontrolleja kuoli n. 60 % ja SOD2-soluja n. 53 % verrattuna käsittelemättömiin
soluihin. Soluja, joissa yli-ilmennettiin SOD1-geeniä, selvisi hengissä n. 33 %. SOD1:n yli-
ilmentäminen siis herkisti soluja paraquat-käsittelyn aiheuttamalle hapetusstressille, kuten
hypoteesina olikin.
Kuva 9. Immunofluoresenssikuvat 24 tuntia transfektion jälkeen transfektion onnistumisen arviointia varten.
Faasikontrastikuvassa näkyvät kaikki solut ja immunofluoresenssikuvassa transfektoituneet solut näkyvät
vihreinä.
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Kuva 10. Transfektoitujen solujen elinkykyisyysmittaus paraquat-käsittelyn jälkeen.
Kuvassa 11 on näkyvissä western blot -analyysistä saadut tulokset SOD1-proteiinin
ilmentymisen tarkistamiseksi. Tulokset on suhteutettu ?-aktiinin määrään, jolloin saadaan
proteiinin todellinen määrä näytteessä. ?-aktiinia käytetään western blot –analyysissä
positiivisena kontrollina. Aktiinitasojen ollessa samat, voidaan olettaa geelille päätyneen
kustakin näytteestä sama kokonaisproteiinin määrä.
Kuvan 11 kohdassa A on esitetty immunoblotit, joissa nähdään SOD1:n, SOD2:n ja ?-
aktiinin immunoreaktiivisuus solulysaateissa.
Näytteiden SOD1-pitoisuutta tutkittiin SOD1-vasta-aineen avulla. Kvantitointi
suhteutettuna ?-aktiiniin on esitetty kuvaajassa 11 B. Kontrollinäytteessä ja SOD2-geeniä
yli-ilmentävässä näytteessä näkyisi kuvaajan 11 B mukaan olevan sama määrä SOD1-
proteiinia. Näytteessä, johon transfektoitiin SOD1-geeni, SOD1-ekspressio on korkein (n.
2.5-kertainen), kuten odotettiinkin.
Näytteiden SOD2-ilmentyminen selvitettiin SOD2-vasta-aineen avulla. Kvantitoidut ja ?-
aktiiniin suhteutetut tulokset on esitetty kuvaajassa 11 C. Muihin verrattuna SOD2-
ilmentyminen on noin viisinkertainen näytteessä, joka yli-ilmentää SOD2-geeniä. Toiseksi
korkein SOD2-proteiinin määrä nähdään näytteessä, johon transfektoitiin SOD1-geeni.
Kontrollinäytteessä ilmentyminen on vain hieman alhaisempi kuin SOD1-näytteessä.
























Kuva 11. Western blot -analyysin tulokset. Solulysaattinäytteiden proteiinimäärät on suhteutettu ?-aktiinin
määrään. (A) Immunoblotit vasta-aineilla SOD1, SOD2 ja niiden suhteellinen ?-aktiinin määrä. (B) SOD1-
vasta-aineella esille saadut suhteelliset SOD1-proteiinipitoisuudet näytteissä. (C) SOD2-vasta-aineella esille
saadut SOD2-proteiinipitoisuudet näytteissä.
Zymografian avulla tutkittiin näytteissä olevien proteiinien aktiivisuutta. Kuvassa 12 näkyy,
että SOD1 on kaikkein aktiivisin näytteessä, joka yli-ilmentää SOD2-geeniä. Toiseksi
aktiivisin se on näytteessä, joka yli-ilmentää SOD1-geeniä. Himmeimmin SOD1-vyöhyke
näkyy kontrollinäytteen kohdalla. SOD2-vyöhyke on näkyvissä ainoastaan SOD2-geeniä
yli-ilmentävän näytteen kohdalla. Tulosten perusteella voidaan siis todeta, että SOD1- ja
SOD2-proteiinit ovat ilmentyessään myös aktiivisia.
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Kuva 12. Zymografia SOD1- ja SOD2-proteiinien aktiivisuuden selvittämiseksi näytteissä.
5.4 SOD1:n ja Gpx-4:n yhteistransfektio ja sen vaikutukset SOD1-ekspressioon
SOD1 siis todettiin haitalliseksi soluille hypoteesin mukaisesti. Tästä jatkettiin SOD1
yhteistransfektioon Gpx-4-geenin kanssa ja katsottiin vaikuttaako se SOD1:n
esiintyvyyteen ja aktiivisuuteen näytteissä. Gpx-4 on solun normaaliin hapetus-pelkistys-
tasapainoon vaikuttava antioksidantti, jota yli-ilmentämällä solussa on pystytty
vaikuttamaan SOD1:n aiheuttamaan toksisuuteen (Lu L. ym. 2009).
Kuvassa 13 on esitetty yhteistransfektion jälkeisiä paraquat-käsittelyn tuloksia verrattuna
kontrolliin. SOD1-transfektoituja soluja oli ennen paraquat-käsittelyä elossa n. 20 %
vähemmän kuin kontrolliryhmässä. SOD1+Gpx-4 -geenejä yli-ilmentävässä ryhmässä
soluja oli elossa ennen käsittelyä n. 30 % vähemmän verrattuna kontrolliryhmään, mutta
kuitenkin enemmän kuin Gpx-4-ryhmässä. Kaikissa ryhmissä paraquat-käsittelyn jälkeen
kuoli noin puolet soluista. Gpx-4 yhteisilmentyminen SOD1:n kanssa ei siis näyttänyt
vaikuttavan positiivisesti solujen määrään, kuten hypoteesimme oletti.



















Kuvan 14 kohdassa A on esitetty immunoblotit ja ?-aktiinin määrä näytteissä.
Näytteiden SOD1-proteiinin ilmentyminen on saatu esille SOD1-vasta-aineen avulla.
Tulokset on esitetty kuvaajassa 14 B. Kuten odotettiinkin, niin SOD1-ilmentyminen on
korkein näytteissä, jotka yli-ilmentävät SOD1-geeniä (n. 2-kertainen). Hieman vähemmän
proteiinia on SOD1+Gpx-4 -näytteessä. Kontrolliakin vähemmän SOD1-proteiinia on
näkyvissä näytteessä, joka yli-ilmentää vain Gpx-4-geeniä. Erot Gpx-4- ja
kontrollinäytteen välillä ovat kuitenkin hyvin pienet, mikä saattaa vääristää tulosta.
Kuvaajassa 14 C on esitetty Gpx-4-vasta-aineen avulla esille saadut tulokset. Eniten Gpx-
4-proteiinia on näytteessä, joka yli-ilmentää Gpx-4-proteiinia (n. 2-kertaisesti). Toiseksi
eniten ja yhtä paljon Gpx-4-proteiinia on näytteissä, jotka sisältävät SOD1-geenin. Vaikka
Gpx-4-proteiini ilmentyminen pystyttiin toteamaan 2-kertaiseksi, ei saman proteiinin
pelastavaa vaikutusta SOD1-toksisuuteen havaittu yhteistransfektoidussanäytteessä.
Kuva 14. Western blot -analyysin tulokset. Solulysaattinäytteiden proteiinimäärät on suhteutettu ?-aktiinin
määrään. (A) Blotit vasta-aineilla Gpx-4, SOD1 ja niiden suhteellinen ?-aktiinin määrä. (B) SOD1-vasta-
aineella esille saadut SOD1-proteiinipitoisuudet näytteissä. (C) Gpx-4-vasta-aineella esille saadut Gpx-4-
proteiinipitoisuudet näytteissä.
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Zymografiaa varten näytteet laitettiin geelille ?-aktiinin määrien mukaan eli eri näytteissä
oli oletettavasti samat proteiinimäärät. Tämän vuoksi proteiinimäärä ei vaikuta
aktiivisuuteen vaan havaittu entsyymi-aktiivisuus on todellinen. Kuvassa 15 näkyy, että
SOD1 on kaikkein aktiivisin näytteessä, joka yli-ilmentää SOD1-geeniä. Toiseksi aktiivisin
se on kontrollinäytteessä. Himmeimmin geelillä näkyy näyte, jossa yli-ilmennetään Gpx-4-
geeniä. Gpx-4-näytettä aktiivisemmin SOD1 näkyy näytteessä, johon tehtiin
yhteistransfektio (SOD1+Gpx-4). Yhteistransfektio siis näytti hypoteesin mukaisesti
vähentävän SOD1-aktiivisuutta solulysaattinäytteessä.
Kuva 15. Zymografia SOD1-aktiivisuuden tarkastamiseksi näytteissä.
6 POHDINTA
Pro Gradu -tutkielman tarkoituksena oli selvittää, onko yli-ilmennetty villityypin SOD1
toksinen liikehermosoluille ja/tai herkistääkö se käytetyt NSC-34-solut hapetusstressille.
Lisäksi pyrittiin selvittämään, voiko näihin mekanismeihin vaikuttaa ilmentämällä solujen
hapetus-pelkistys-tasapainoon vaikuttaa glutationiperoksidaasi-4:a samanaikaisesti
SOD1:n kanssa. Kun tutkimussuunnitelma työlle tehtiin, ei villityypin SOD1:n vaikutuksista
motoneuroneille tiedetty vielä paljoa.
Transfektion optimointi suoritettiin professori Koistinahon ryhmässä aiemmin tehtyjen
alustavien kokeiden perusteella. Tulokset viittasivat siihen, että liposomi-välitteinen
transfektio ei mahdollisesti ollut riittävän tehokas menetelmä. Neon elektroporaation pitäisi
valmistajan mukaan soveltua myös herkille ja vaikeasti transfektoitaville soluille, koska
toisena elektrodina toimiva kärki on kultaa eikä sillä siten pitäisi olla toksisia vaikutuksia.
Transfektion optimoinnista saadut tulokset olivat selviä: lipofektamiini-välitteinen
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transfektio oli hellempi soluille, mutta n. 7 %:n transfektiotehokkuus jäi paljon alle
elektroporaation tarjoaman parhaimmillaan 45 %:n tehokkuuden. Virtaussytometrilla
mitattuja näytteitä ei siivilöity, joten jotkut solut voivat esiintyä dupletteina. Tämän ei
kuitenkaan pitäisi vaikuttaa muuten niin selvään tulokseen.
Tutkiaksemme eri geenien yli-ilmentämisen sekä sen jälkeen niille aiheutetun
hapetusstressin vaikutuksia solujen elinkykyisyyteen, altistimme transfektoidut solut
paraquat-kemikaalille. Tämän käsittelyn pitäisi lisätä soluissa superoksidin tuottoa.
Solujen elinkykyisyysmittauksissa paraquat-käsittely laski elävien solujen elinkykyisyyden
puoleen verrattuna käsittelemättömiin soluihin. SOD1:n yli-ilmentämisellä nähtiin
toksisemmat vaikutukset soluille verrattuna SOD2:ta yli-ilmentäviin ja kontrolliryhmän
soluihin. Toisinaan paraquat-käsittelyn tehokkuudessa oli eroja, mitkä voivat johtua
solulaskusta tai solujen kasvunopeudesta, mikä vaihtelee sen mukaan miten konfluentiksi
solut päästää kasvamaan. Tulos oli kuitenkin aina samanlainen, vain tehokkuus vaihteli.
Tämä tukee liialliseen SOD1-aktiivisuuteen liittyvää hypoteesia, minkä mukaan liiallinen
SOD1-aktiivisuus nostaa vetyperoksidin määrää, joka toimii hapettimena ja näin aiheuttaa
lisää hapetusstressiä. Jos tämä reaktio tapahtuu mitokondriossa, voi seurauksena olla
mitokondrion vaurioita. Goldsteins G. ym. (2008) tekemässä tutkimuksessa superoksidien
lisääntyminen mitokondrioiden välitilassa, nosti myös SOD1-aktiivisuutta, mikä viittaa
vahvasti liialliseen SOD1-aktiivisuuteen liittyvän hypoteesin paikkansa pitävyyteen.
Villityypin SOD1-proteiinin on myös huomattu aiheuttavan samanlaista stressiä soluille,
kuin mutatoituneenmuodon (Graffmo K. ym. 2012; Prudencio M. ym. 2010). Sen on myös
havaittu lisäävän mutantin toimintaa. Tuloksistamme voidaan päätellä, että villityypin
SOD1 on toksinen käytetyille NSC-34-soluille.
SOD1 toksisen vaikutuksen varmistamisen jälkeen tutkimme proteiinin esiintymistä sekä
aktiivisuutta NSC-34-soluissa. Tulosten kvantitointi kalvolta tuotti välillä vaikeuksia
signaalin epätasaisuuden vuoksi. Usein kvantitointiohjelma antoi useita vyöhykearvoja,
joista piti arvioida blottia vastaava luku. ?-aktiiniin perustuvaa kvantitointia parempi voisi
olla Coomassie-värjäys, jolloin kvantitoitavaksi alueeksi voi valita laadullisesti parhaan.
Zymografiakuvia ei kontrastin heikkouden vuoksi kvantitoitu vaan geelillä olevien
näytteiden aktiivisuuden arviointi perustuu silmämääräiseen arviointiin.
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SOD2-proteiinia oli odotusten mukaisesti eniten näytteessä, johon oli transfektoitu SOD2-
geeni. Sama havaittiin SOD1-proteiinin kohdalla eli näytteessä, johon oli transfektoitu
SOD1-geeni, oli eniten SOD1-proteiinia. SOD2:ta käytettiin kokeissa positiivisena
vertailukohteena kontrollin rinnalla. SOD1-aktiivisuutta on eniten näytteessä, johon oli
transfektoitu SOD2-geeni. Ero SOD1-aktiivisuudessa näytteiden SOD1 ja -2 välillä ei
kuitenkaan ole huomattavan suuri. Tulos kertoo, että kyseiset proteiinit ovat esiintyessään
myös aktiivisessa muodossa eli ne on pystytty onnistuneesti laskostamaan aktiiviseen
muotoon.
Gpx-4-vasta-aine osoittautui hyvin huonoksi. Sillä oli hankala saada minkäänlaista
immunoreaktiivisuutta esiin ja tuloksena usein olikin aivan tyhjä blotti. Tämän vuoksi
kyseisellä vasta-aineella saadut tulokset eivät välttämättä ole kovinkaan luotettavia.
Toisaalta bloteista saadut tulokset näyttivät uskottavilta, epäluotettavuus liittyi enemmän
kvantitointiin korkean taustan vuoksi.
Hypoteesi oli, että Gpx-4 yhteistransfektio SOD1:n kanssa pelastaisi soluja
solukuolemalta eli näytteessä, johon transfektoitiin SOD1+Gpx-4, pitäisi olla enemmän
soluja elossa kuin näytteessä, johon transfektoitiin pelkkä SOD1. Gpx-4-geenin ja sen
tuottaman proteiinin ei pitänyt olla toksinen soluille (Lu L. ym. 2009). Toisin kuin
hypoteesimme oletti, SOD1+Gpx-4 yhteistransfektoidussa näytteessä on elossa
vähemmän soluja kuin pelkässä SOD1-transfektoidussa näytteessä. Gpx-4:n
ilmentäminen ei siis pelastanut soluja SOD1 yli-ilmentämisen aiheuttamalta toksisuudelta,
toisin kuin aiemmin Lu L. ym. (2009) tekemässä tutkimuksessa retinan soluilla, missä
Gpx-4-ekspressio kumosi osan SOD1-toksisuudesta. Samassa tutkimuksessa todetaan,
että antioksidattisysteemin komponenttien yli-ilmentämisellä on erilaisia vaikutuksia eri
solutyypeistä ja oksidatiivisen stressin luonteesta riippuen. Näyte, johon transfektoitiin
Gpx-4-geeni, näyttää sisältävän vielä vähemmän soluja kuin yhteisilmentävänäyte. Tämä
tulos toistui monta kertaa, joten se voisi kertoa esimerkiksi itse transfektion aiheuttamasta
toksisuudesta tai plasmidissa mahdollisesti olevasta kontaminaatiosta. Kontaminaatioriski
tosin on hyvin pieni, koska kaikki käytetyt plasmidit on eristetty samalla kertaa. Western
blot -analyysin tulos kuitenkin näyttää, että pelkän Gpx-4-geenin sisältävä näyte sisältää
myös kyseistä proteiinia kaksinkertaisesti muihin näytteisiin verrattuna. Samassa kuvassa
nähdään kuitenkin, että pelkkä SOD1-näyte ja yhteistransfektoitu (SOD1+Gpx-4) -näyte
sisältävät Gpx-4-proteiinia saman verran, vaikka yhteistransfektoidunnäytteen pitäisi
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sisältää Gpx-4-proteiinia pelkkää SOD1-transfektoitua näytettä enemmän. Käytetty blotti
on kontrollin laidalta hyvin haalea, mikä voi vaikuttaa saatuihin tuloksiin. Zymografiakuva
osoittaa, että SOD1-proteiini oli kaikkein aktiivisin näytteessä, johon transfektoitiin pelkkä
SOD1-geeni. Lisäksi odotusten mukaisesti kuvassa näkyy myös, että SOD1 on
aktiivisempi kontrollinäytteessä kuin yhteistransfektoidussanäytteessä. Gpx-4 voisi
mahdollisesti vähentää SOD1-aktivaatiota, jos sillä on protektiivista eli suojelevaa
vaikutusta SOD1-toksisuudelta. Joten vaikka emme pystyneet näyttämään
yhteistransfektion pelastavaa vaikutusta solujen elinkykyisyysmittauksissa tai proteiinin
määrissä, oli aktiivisuudessa viitteitä hypoteesimme suuntaan.
Vaikka SOD1-ilmentyminen oli muihin näytteisiin verrattuna vain kaksinkertainen, silti
pystyttiin toksisuus näkemään hyvin selkeästi. Tähän voi olla selityksenä, että
voimakkaimmin ilmentyvät solut kuolevat jo aikaisessa vaiheessa, eikä niitä näin saada
mukaan otokseen. SOD1:a yli-ilmentävät solut olivatkin yleensä hyvin pienikokoisia ja
pyöreänmuotoisia, mikä kertoo niiden voivan huonosti. Tätä asiaa voitaisiin selvittää
keräämällä soluja aikaisemmista aikapisteistä kuin 48 tuntia transfektion jälkeen.
Valitsimme tämän aikapisteen, jotta solut ehtisivät hieman toipua transfektion
aiheuttamasta stressistä ja vahingosta.
SOD1 esiintyy runsaimpana solun sytoplasmassa (Klug D. Ja Rabani J. 1972). Kokeissa
käytettiin kokosolulysaattia, joten tuloksissa näkyvää SOD1-aktiivisuutta edustaa
suurimmaksi osaksi sytosolinen-SOD1. Mitokondrioiden kalvojen välitilassa ei ole
tehokasta vetyperoksidia poistavaa mekanismia, toisinkuin matriksissa (SOD2)
(Zimmerman M.C. ym. 2007). Siksi oksidatiivinen stressi tekee suurta vahinkoa juuri
kalvojen välitilassa. Vain pieni osa blotissa nähtävästä aktiivisuudesta edustaa
mitokondrionaalista SOD1-aktiivisuutta, mutta tämäkin saattaa riittää aiheuttamaan
nähdyn toksisuuden soluille. Mikä osuus havaitusta SOD1-aktiivisuudesta on
mitokondrioissa ja mikä sytoplasmassa, olisi ollut seuraava mielenkiinnon kohde
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LIITE 1
Käytettyjen puskurien ja geelien koostumukset
Koostumus
5 x natiivi näytepuskuri Glyseroli (50 %)
1,5 M Tris pH6,8 (0,3 M)
Vesi
Bromofenoli sininen
5 x SDS näytepuskuri Glyseroli (50 %)
SDS (10 %)
?-merkaptoetanoli (25 %)
1,5 M Tris pH6,8 (0,3 M)
Bromofenoli sininen
10 x ajopuskuri Tris
Glysiini
SDS
10 x siirtopuskuri Tris
Glysiini
Vesi
1 x? lisää 10 % metanolia
TRIS I, pH 8,8 Tris (1,5 M)
Vesi
SDS (0,4 %)
TRIS II, pH 6,8 Tris (0,5 M)
Vesi
SDS (0,4 %)















5 % maito/ 0,2 % PBS-TWEEN Tween®20
1 x PBS
Maitojauhe
